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Tabla 25 Osmolaridad

Muestras de Prueba

Granel Concentrado

Descripcion de la Valoracion

Se seleccionan y utilizan dos estandares de calibracion para la
calibracion del instrumento. Se miden cuatro viales del control
positivo adecuado y de las muestras de prueba; la primera
medicién para cada grupo se ufiliza para enjuagar la maquina
y no se incluye en los calculos. Los resultados se informan
como el promedio de las tres mediciones. El analisis es valido
si el control positivo esta dentro de + 4 mOsm/kg del rango de

fitulacion teorico.

Consistencia a Farmacopeas

Ph. Eur. Capitulo 2.2.35 Osmolaridad
USP <785> Osmolaridad y Osmolaridad’

Tabla 26 pH

Descripcion de la Valoracion

se lleva a cabo una prueba de control por el uso de estandares

Valoracion de Sandoz, para liberacion de granel
concentrado:

El medidor del pH se calibra con un minimo de dos tampones
estandar de modo tal que la medicion de pH cae dentro del
rango definido por los estandares. Ei electrodo se lava antes
de la inmersion en cada solucion estandar. Luego de la
calibracion, se lleva a cabo una prueba de control por el uso
de tampones de calibracion y al menos un tampdn adicional.
La calibracién se considera valida si las lecturas del estandar
de control estan dentro de un rango de tolerancia de =+ 0,02
unidades de pH seglin lo comparado con el valor certificado
para cada estandar. Una lectura simple se toma para cada
muestra a temperatura ambiente (23-25°C) para determinar ef
pH.

Valoracion de Novartis, para estabilidad del granel
concentrado:

El medidor del pH se calibra en tres puntos estandar, por gj.,
pH 4, pH 7,y pH 10; el electrodo se lava antes de fa inmersion
en cada solucién de tampon estandar. Luego de la calibracion,

de pH 8 y pH 6. La calibracién se considera valida si Z:,

lecturas del estandar de control estan de;ﬂt/ra} de un rango
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folerancia de * 0,02 segin lo comparado con el valor-
certificado para cada estandar

Para cada muestra, se toman tres lecturas de pH, y se

calculan fa media, la desviacion, y el coeficiente porcentual de

variacién (CV %). Todas las lecturas de pH se toman en un

rango de temperatura de 23-25°C. Se verifican los criterios

adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez

| de la corrida analitica.

Consistencia a Farmacopeas

Ph. Eur. Capitulo 2,2.3 Determinacién Potenciométrica del pH
USP <791> pH

Tabla 27 Concentracion de Proteinas

Descripcion de la

Valoracién

Prueba en Tubo de Ensayo llevada a cabo por Sandoz, para
liberacion del granel concentrado y por Novartis, para
estabilidad del granel concentrado:

Los estandares de referencia BSA se diluyen en agua para dar
cuafro concentraciones para la curva estandar 20, 15, 10, y 5
ng/ml. Todas las muestras del granel concentrado de la proteina
recombinante de fusion fHbp se colocan a temperatura ambiente, se
diluyen en agua para ajustar al rango de concentracion de la curva
estandar. Ademas, una muestra de prueba se enriquece con BSA 5
ug/ml para cada dilucién probada; la muestra enriguecida sirve
como un control de la adecuacion del sistema (control de
recuperacion), '
Reactivos de Trabajo A {mezcla de carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio y tarfrato de sodio), B (BCA 4% en agua), y C (pentahidrato
de sulfato clprico en agua 4%) se agregan a los tubos para todas
las muestras (estandares, blancos, muestras de prueba y muestras
de prueba mas enriquecimiento), se agitan, e incuban a 60°C
durante 60 = 2 minutos. Todas las muestras se preparan por
duplicado. Luego, los tubcs se enfrian a temperatura ambiente
durante 20 % 2 minutos y se lee la absorbancia a 562 nm luego de
llevar a cabo el auto cero con el blanco. Se prepara una curva
estandar lineal, se traza la lectura de absorbancia promedio para
cada estandar BSA confra su concentracion correspondiente, en
ug/ml. La concentracién de proteinas se determina por calibracion
externa a partir de la curva estédndar de BSA. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la
validez de la corrida analitica.

Valoracion de Placas de Microtitulacién)Wada a cabo Le(

oY
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Sandoz (SOP interno), para controles durante el procesos:
Se diluyen estandares de referencia de BSA en agua para dar dos
concentraciones a 30 y 40 pg/ml. Los estandares de referencia BSA
para la curva estéandar se preparan a partir de estas dos soluciones,
que se diluyen a 20, 15, 10, y 5 ug/ml. Todas las muestras de la
protefna recombinante de fusion fHbp se diluyen en agua para
ajustarse al rango de concentracion de la curva estandar. Cada
dilucién estandar BSA y el blanco se agrega por duplicado a los
pocillos. Cada muestra diluida se agrega por tripiicado los pacillos
adecuados.

Reactivos de Trabajo A (mezcla de carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio y tartrato de sodic}, B (BCA 4% en agua), y C (pentahidrato
de sulfato clprico en agua 4%) se agregan a cada pocilio
(estandares, blancos, y muestra de prueba), se mezclan, e incuban
a 37°C durante 2 horas. Luego, la placa se enfria a temperatura
ambiente durante 20 minutos y se iee la absorbancia a 562 nm
luego de llevar a cabo el auto cero con el blanco. Se prepara una
curva estandar lineal, se traza la lectura de absorbancia promedio
para cada estandar BSA contra su concentracion correspondiente,
en ug/ml. La concentracion de proteinas se determina por
calibracién externa a partir de la curva estandar de BSA. Se
verifican los criterios adecuados de idoneidad del sistema para

confirmar la validez de 1a corrida analitica.

Consistencia a
Farmacopeas

No aplicable
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Tabla 28 RP-HPLC
Muestras de Prueba | Controles durante el proceso

Para generar la curva de calibracion, se preparan siete concentraciones
del estandar de referencia de proteina recombinante de fusién fHbp en
tampon de dilucion (Tris/HCl 50 mM y Tween 80 0,01%). Se preparan
muestras de adecuacion del sistema (SST) para evaluar el desempefio de
la separacion del sistema cromatogréfico. La fase mévil (mezcla de
acetonitrilo y agua con &cido trifluoroacético) o el tampén de dilucidn sirven
como el blanco, o control negativo. Se diluyen muestras de prueba con
tampén de dilucién de modo tal que la sefial de deteccidn esté dentro del
rango de calibracidn (normalmente en el rango de 100-200 pg/ml).

Para asegurar la saturacidn de la columna antes del primer analisis, se
inyectan muestras de estandar de referencia de equilibracién en maltiples
oportunidades, en una concentracién de aproximadamente 0,100 mg/ml, al
comienzo de la secuencia; cada secuencia de inyeccion incluye una
Descripcion de la
. prueba de adecuacion del sistema para verificar la sensibilidad del sistema
Valoraclon. de deteccion y multiples inyecciones de una muestra de adecuacion del
sistema antes y después de las primeras muestras de calibracion, y en
intervalos variables durante la secuencia. Las muestras de calibracion se
inyectan por duplicado, con el fin de aumentar la concentracion, para
obtener la curva de calibracién. Ef blanco se inyecta entre grupos de
muestra de tipicamente 10-15 muestras para evitar la contaminacién. Las
muestras de prueba se inyectan una vez. La columna se opera en las
condiciones validadas, con deteccion de absorbancia de UV a 214 nm. La
integracion pico se lleva a cabo con la ayuda del sistema de evaluacion de
datos Chromeleon (o equivalente). El contenido y la pureza se determinan
a partir de los cromatogramas y la curva de calibracion. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de

la corrida analitica.

Consistencia a _
No applicable
Farmacopeas
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Tabla 29 SDS-PAGE

Valoracion de Sandoz, para controles durante el proceso y
liberacion de granel concentrado:
Determinacién de Pureza

El esténdar de referencla proteina recombinante de fusién fHbp se
diluye apropiadamente, se calienta, y agrega a los pocillos
adecuados en dos concentraciones diferentes; las concentraciones
superiores € inferiores sirven como los estandares de identidad y
valor de referencia, respectivamente. Se diluyen muestras de
prueba para ajustarse al rango de concentracion especificado de
proteinas totales por pocilio; luego, las muestras se calientan y se
aplican, por duplicado, a los pocilios con gal. Se incluye un estandar
de peso molecular sobre cada gel (en cada operacion de valoracion)
y el tampdn de muestra diluido en agua y calentado sirve como el
blanco y el control negativo, Las muestras por duplicado, junto con
un marcador del peso molecular, estandares, y blancos, se someten
a electroforesis,

Para visualizar las bandas, el gen se tifie con azul de coomassie en
etanol y se destifie por el uso de una mezcla de etanol y &cido
acético. El gel se barre con un densitdmetro. Para la proteina
Descripcion de la recombinante de fusion fHbp, existe una banda principal
Valoracion correspondiente al granel concentrado; para el control du.rante el
proceso de carga de captura menos pura, dos bandas migran en
forma comparable al estandar de proteina recombinante de fusién
fHbp. La pureza se expresa como la suma de la cantidad relativa
porcentual de la banda identificada como proteina recombinante de
fusion fHbp, cuando se compara con la intensidad densitométrica
global de la totalidad de la hilera. Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la validez de la
corrida analitica.

Determinacién de Cantidad

La cuantificacion se lleva a cabo Unicamente par a las muestras de
caldo de cultivo. El estandar de referencia se diluye
apropiadamente, se calienta y vollimenes iguales a cuatro cargas de
‘proteina diferentes (0,5, 1,0, 1,5, y 2,0 ug) se aplican a los pocillos
con gel adecuados. Se diluyen muestras de prueba en tampén de
muestra y agente reductor para ajustarse en un rango de
concentracion especificado de proteinas totales por pocillo; luego,
las muestras se calientan y se aplican, por duplicado, a los pocillos

con gel. Las muestras por duplicado, junto ;c; un marcador(d/e.»

peso molecular, estandares, y blancos, se ¢ e A
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SDS gel y se someten a electroforesis, Los geles se tifien y barrehﬁ""
de acuerdo con lo descripto con anterioridad para pureza. La
cuantificacion se leva a cabo por la evaluacion de la banda principal
para la proteina recombinante de fusién fHbp, Los valores de
cantidad de sefiales (densidad dptica x mm) de los esténdares de
referencia se utilizan para el andlisis de regresion lineal. La
cuantificacion de la muestra de caldo de cultivo debe corregirse para
el factor de dilucién. Se verifican los criterios adecuados de
idoneidad del sistema para confirmar la validez de la corrida
analltica,

Valoracién de Novartis, para estabilidad del granel
concentrado:
Determinacion de Pureza

El estandar de referencia proteina recombinante de fusion fHbp se
diluye con PBS 0 agua y se mezcla con un tampén de muestra y
agente reductor, se calienta, y agrega a los pocillos adecuados. Se
diluyen muestras de prueba en tampon de muestra y agente
reductor para dar un rango de concentracion especificado de
proteinas totales por pocillo; las muestras se calientan y agregan,
por duplicado, a los pocillos. Una mezcla calentada de PBS, tampén
de muestra, y agente reductor sirve como el blanco, o control
negativo. Se incluye un estandar de peso molecular en cada
operacion de valoracion. Las muestras por duplicado, junto con un
marcador del peso molecular, estandares, y blancos, se cargan
sobre el gel de SDS y se someten a electroforesis.

Para visualizar las bandas, el gen se tifie con azul de Coomassie en
etanol y se destifie por el uso de una mezcla de etanol y &cido
acético. El gel se barre con un densitometro. Para la proteina
recombinante de fusién fHbp, hay una banda principal. La pureza se
expresa como la proporcién porcentual de la banda identificada
como proteina recombinante de fusion fHbp cuando se compara
con la intensidad densitométrica total de la hilera. Se verifican los
criterios adecuados de idoneidad del sistema para confirmar la
validez de la corrida analitica.

Consistencia a

No aplicable
Farmacopeas
N Argentina S.A. W\’
. L ) )
\%mﬁ?% Novartis Argentina S.A.
MN 14840 Farm. Sergio Imirtzian
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Codirectar Téenico - M.N. 1 521
Apoderato
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Tabla 30 SE-HPLC

Descripcion de la Valoracion

Valoracion de Sandoz, para liberacién del grane!
concentrado:

Para [a separacién cromatografica, se preparan cuatro
soluciones estandares y referencias. Una mezcla de azul
dextrano y azida de sodio (NaN3} se utiliza para la prueba del
rango de integracion y eficiencia de separacién. Para la
calibracion del tiempo de retencion y el peso molecular, se utiliza
una mezcla que consiste en proteinas estandares con PM
miitiples {por &j.,, proteinas de tiroglobulina, gamma globuling,
ovoalblmina, y mioglobina). E! esténdar de referencia proteina
recombinante de fusion fHbp se prepara en dos
concentraciones; la mayor concentracion sirve como el estandar
de referencia y la menor se utiliza para la sensibilidad del
sistema. La fase movil (mezcla de fosfato de dihidrogeno de
potasio y sulfato de sodio) sirve como el blanco, o control
negativo. Se diluyen muestras de prueba en la fase mévil de
modo tal que el detector de sefial esté dentro del rango del
sistema,

La columna SEC se equilibra con fase movil antes del uso. Cada
secuencia de inyeccidn incluye una inyeccion simple minima del
estandar de referencia proteina recombinante de fusion fHbp
(concentracion elevada) antes y después de la inyeccion de
muestra de prueba, el estandar de referencia proteina
recombinante de fusion fHbp (concentracién baja) para
sensibilidad del sistema, el estandar de PM, y la muestra de azul
dextrano/azida de sodio, para la operacién Optima del sistema.
Una inyeccion simple se utiliza para cada muestra de IPC
probada; una inyeccién doble se utiliza para cada muestra de
granel concentrade probadas. La columna se opera a las
condiciones validadas, con deteccion a una absorbancia de UV
de 214 nm. La integracion del pico se lleva a cabo en forma
manual con la ayuda del sistema de evaluacion de datos
Chromeleon {0 equivalente).

El contenido de purezafimpurezas se determina por la
evaluacion del area pico porcentual (integracion) del pico
principal asignada a la proteina recombinante de fusion fHbp con
respecto al total de fodas las &reas pico asignadas a sustancias
e impurezas relacionadas con el producto de la proteina
recombinante de fusidn fHbp y la proteina recombinante JZ:,

| fusién bep Se ruega notar que los picos fufra/d? los interv.
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de azul dextrano y NaNs no se utilizan para integracién. La |
dentidad se confirma por la comparacién de tiempos de
retencion de muestras con el esténdar de referencia de MenB
proteina recombinante de fusion fHbp, Se verifican los criterios
adecuados de idoneidad def sistema para confirmar la validez de
la corrida analitica.

Valoracion de Novartis, para estabilidad de! granel
concentrado:

Para la separacién cromatogréfica, se preparan el mismo
| estandar y las soluciones de referencia que las usadas por
Sandoz. Ademas, una solucion de PABA (acido para-
aminobenzoico), se prepara en la fase movil y se utiliza para la
determinacion de la eficiencia de la columna. Se diluyen
muestras de prueba en |a fase movil de modo tal que la sefial de
deteccion esté dentro del rango del sistema.

La columna de resina de gel de sflice se equilibra con la fase
movil antes del uso. Cada secuencia de inyeccion incluye una
inyeccion simple minima del estandar de referencia de proteina
recombinante de fusion fHbp, el estandar de PM, [a muestra de
PABA, la muestra de azul dextrano/azida de sodio, y el blanco.
Una inyeccion dobie se utiliza para cada muestra de granel
concentrado probada. La columna se opera a las condiciones
validadas, con deteccion a una absorbancia de UV de 214 nm y
280 nm (para eficiencia de columna). Peak integration is
performed by the Empower system (or equivalent).

La pureza se determina por la evaluacion del 4rea pico
porcentual del pico principal asignada a la proteina recombinante
de fusion fHbp con respecto a la totalidad de las &reas de pico
asignadas a sustancias e impurezas relacionadas con el
producto de la proteina recombinante de fusién fHbp y la
proteina recombinante de fusion fHbp. Se hace notar que los
picos fuera de los intervalos de azul dextrano y NaN; no se
utilizan. La identificacion del pico principal se determina por [a
comparacion de los tiempos de retencion de la muestra con el
estandar de referencia de MenB proteina recombinante de fusion
fHbp. Se verifican los criterios adecuados de idoneidad del
sistema para confirmar la validez de |a corrida analitica,

Consistencia a Farmacopeas | No aplicable

Director Taarfico Farm. Sergio Iminzian
Gte. de Asuntos Regulatorios
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3.3 Justificacién de las especificaciones

La justificacion de las especificaciones para la elaboracién de! Granel Concentrado para Ia proteina

recombinante de fusion fHbp se proporciona a continuacién,

Tabla 31

Justificacién de Especificaciones para la Elaboracion del Granel Concentrado
de la proteina recombinante de fusion fHbp

Prueba

Método de
Andlisis

Especifica
cién

Justificacion de Especificaciones

Pureza

SDS-PAGE

2 88%

SDS-PAGE monitorea la pureza del producto por la separacion
de proteinas y peptidos de acuerdo con la masa bajo
condiciones de desnaturalizacién y reduccién. La especificacion
corriente se ajusta con base en la experiencla clinica v de
produccién por el uso de los 11 lotes producidos en Sandoz en
2007-2010. Con base en los lotes analizados, los valores de
pureza por SDS-PAGE oscilaron de 89-96% y, por lo tanto, la
especificacion final se ajusté a 2 88%.

Pureza

SE-HPLC

2 90%

SE-HPLC también monitorea la pureza del producto, pero
proporciona informacidn referente al estado nativo de la proteina
y es capaz de detectar agregados no covalentes que podrfan no
observarse por el uso de SDS-PAGE.

La especificacion coriente de 290% da cuenta del perfi
observado para la proteina recombinante de fusién fHbp, que
incluye un pico principal con una cantidad muy baja de
oliogémeros o especies de bajo peso molecular, y se basa en la
experiencia clinica y de produccion por el uso de los lotes

producidos en Sandoz en 2007-2010.

Contenido de

Proteinas

Valoracion
de
Proteinas
Totales
BCA

900-2700
Hg/ml

La valoracion BCA mide el Contenido Total de Proteinas en el
granel purificado y los resultados obtenidos se utilizaran para
formular ¢l medicamento. La especificacion menor de 900 ug/mi
s ha ajustado para asegurar que la conductividad que surge de
la formulacion del Granel Concenfrado de la proteina
recombinante de fusion fHbp no afecte las interacciones
antigeno-adyuvante durante la formulacion del medicamento.
Con base en los datos de estabilidad obtenidos a la fecha, no
existe tendencia observable que se correlacione con
concentraciones superiores de proteinas con la formacion de
oligbmeros proteina recombinante de fusidn fHbp. Por lo tanto,

la especificacién mayor se ha ajustado en 2700 ug/m.

|dentidad

Western
Blot

Positiva

El Western blot es una prueba altamente sensible y especifica
que cuenta con la capacidad c?nf%mar identidan}f y el peso
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N

molecular de la protefna recombinante de fusién bep”:‘*{f[:é%‘.'-aif-'

especificidad combinada conferida por reconocimiento de
anticuerpos y peso molecular toma a esta valoracion apropiada
para confirmar (2 identidad de antigenos individuales en el
principic activo y en el medicamento,

La cantidad de HCP residual se determina via el uso de una
inmunovaloracién enziméatica tipo sandwich comercial directa,
ELISA/ con la cantidad de proteinas de E. coff extrapoladas de la curva
HCP/Proteina el =100 ppm | estandar proporcionada con el kit. El limite de especificacion de
célculo '
< 100 ppm se basa en los resultados obtenidos de once lotes de
proteina recombinante de fusion fHbp elaboradas entre 2007 y
2010,
Osmometri Se ha establecido una especificacion de 240-360 mOsm/kg con
Osmolaridad a/ punto de | 240-360 | base en la experiencia clinica y de produccién y por el uso de los
smolarida
congelamie |mOsm/kg | lotes producidos en Sandoz de 2007-2010.
nto
Prueba El limite de especificacion de < 0,16 1U/ug de proteina se derlva
cromogénic del limite de Ph.Eur/USP de un total de 25 IU por dosis de
Endotoxina/ 50,16 ,
a | vacuna, tomando an cuenta que una dosis de la vacuna Bexsero
Protelna o IU/ug _
cinética/cél contiene 150 pg toteles de proteina.
culo
Un nuevo limite de biocarga para el antigeno protsina
recombinante de fusion fHbp se aplicaré comenzando desde la
_ campafia 2013 de elaboracion del granel de proteina
Filiracién | =
recombinante; el limite de <15 CFU/100 ml se reducira a <10
Biocarga de 10CFU/100 -
CFU/100 ml,
membrana | mi o .
Esto cumpie con los requerimientos del Manual de Calidad de
Novartis y de la Nota CPMP para la Gufa de Elaboracién de la
Forma de Dosificacion Terminada (CPMP/QWP/486/95).
Se ha demostrado que la formulacion corriente para el Granel
Concentrado de la proteina recombinante de fusion fHbp
confieren estabilidad adecuada cuando se almacena a-20°C +
‘ 5°C 0 a -70°C £ 10°C durante hasta el final de la vida util. La
Potenciom
pH otla 6,5-7,5 especificacion del pH se disefia para demostrar que la operacion
final de la unidad de ultrafitracion/diafitracion intercambié
exitosamente la proteina recombinante de fusion fHbp en un
sistema de tampén donde se ha demostrado la estabilidad del
Granel Concentrado.
‘ Potenciom | 15,000- En forma similar a la justificacién de la especificacion del pH
Conductividad _ . o o
etria 17,300 descripta con anterioridad, la especificacion de cond?nctlwdad se
]
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MS/em disefia para demostrar que la proteina recombinante de fusu‘m =
fHbp se ha intercambiado por tampén en la formulacion donde se
ha demostrado la estabilidad del Granel Concentrado.

BCA: Acido Bleinconinico; CFU; Unldades de Formacién de Colonies; £ coll: Escherichia cofi ELISA: Valoracion
Inmunoabsorbente Vinculade con Enzimas; HCP: Proteina de las Células Huésped; IU; Unidades Internacionales; ui$:
Micro-Siemens; mQsm: Mill-Osmoles; Ph. Eur.: Farmacopea Europea; ppm: pertes por mllién; SE-HPLC: Cromatografia
liquida de alto rendimiento con exciusién de tamane; SDS-PAGE: Electroforesls en gel de dodecll sulfato de sodlo-
potiacrilamida; USP: Farmacopea de los Estados Unidos.

~
Novartis Argen acS-A- ‘
Dg'- L%fé? %écr\?g; Wovartis Argentina S.A,
m:AN 14840 Farm. Sergic imirtzian

Gte, de Asunios FReguiatorios
Codirector Técnico - M.N. 11821
Apoderado
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4 VALIDACION PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

La sintesis para |a validacion de procedimientos analiticos para el granel final se describe en la
sigulente seccidn.

U e
fm. Sergio lmidmaf
Novartis Argentina S.A. Gte. ds ASUnIOS Regnmau;n 521
Dr. Lucio Jergncic Codirector Témmé o
Director Técnico Apodersco
MN 14840
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